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3’ UTR: neprevedena regija na 3’ koncu nukleotidnega zaporedja (angl. 3’ untranslated 
region) 
 
AECA: protitelesa proti endotelijskim celicam (angl. antiendothelial cell antibodies) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Vaskulitis povzročen z IgA (IgAV) je avtoimunska bolezen, sistemsko vnetje, ki prizadene 
male krvne žile v koži, ledvicah in črevesju. Pojavlja se tako pri otrocih, kot tudi odraslih 
ljudeh. V poškodovanih žilah se odlagajo plazemski proteini, imunoglobulini IgA. Zaradi 
delovanja celic imunskega sistema se razvije vnetje, ki vodi v poškodbo tkiva in pojav 
krvavitve. IgAV velja za izredno kompleksno bolezen, kjer okoljski vplivi pripomorejo k 
razvoju bolezni pri posameznikih, ki so bolj genetsko nagnjeni k razvoju te bolezni. Vzrok 
bolezni še ni odkrit (Piram in Mahr, 2013; Heineke in sod., 2017).  
V zadnjem času so se nekodirajoče RNA molekule izkazale kot izredno pomemben 
dejavnik v uravnavanju izražanja genov. Mikro RNA (miRNA) so kratke, nekodirajoče 
RNA, ki uravnavajo izražanje genov na post-transkripcijskem nivoju. Posredno igrajo 
pomembno vlogo v številnih bioloških procesih, proliferaciji celic, migraciji, signalni 
transdukciji. Navsezadnje vplivajo na kompleksne značilnosti človeka, na njegov razvoj. 
Spremembe v njihovem izražanju in delovanju pa prispevajo tudi k nastanku bolezni in so 
tako lahko uporabne kot biološki kazalci ali kot morebitne tarče za zdravljenje bolezni.  
1.2 CILJI RAZISKOVANJA  
Namen magistrskega dela je bila analiza izražanja izbranih nekodirajočih molekul mikro 
RNA v vzorcih kože odraslih bolnikov z IgAV in v vzorcih kože odraslih zdravih 
posameznikov. Na osnovi statističnih izračunov pridobljenih podatkov o ravni izražanja 
smo želeli ugotoviti ali obstajajo razlike v izražanju mikro RNA med obema skupinama 
preiskovancev ter sklepati na njihov morebitni prispevek k vzniku bolezni.  
1.3 DELOVNE HIPOTEZE  





 v vzorcih kožnega tkiva obolelih posameznikov v primerjavi z vzorci kožnega tkiva 
zdravih posameznikov. Izbor mikro RNA je temeljil na njhovi že dokazani povezavi z 
delovanjem imunskega sistema in vpletenosti v vnetne celične procese ter žilne bolezni.  
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 VASKULITIS POVZROČEN Z IgA 
 
Bolezen vaskulitis opredeljuje vnetje stene krvnih žil. Posamezne vaskulitise razvrščamo 
glede na vzrok za pojav in razvoj obolenja, katere žile so prizadete, vrsto vnetja, kateri 
organi so prizadeti, klinične manifestacije in genetske dejavnike, ki povečujejo nagnjenost 
k razvoju bolezni (Jennette in sod., 2013). Prizadete so bodisi velike žile, kamor sodijo 
aorta in z njo povezane žile, ki oskrbujejo večja območja telesa (vaskulitisi velikih žil), 
bodisi srednje žile, med katere prištevamo glavne visceralne arterije (vaskulitisi srednje 
velikih žil) ali male žile, tj. venule, kapilare arteriole ter najmanjše intraparenhimske 
arterije (drobnožilni vaskulitisi) (Jurčić in sod., 2009). Glede na obsežnost obolenja 
razlikujemo tudi med in vaskulitisi, vezanimi na posamezni organ in sistemskimi 
vaskulitisi.  
 
Vaskulitis povzročen z IgA (IgAV), oz. po starem poimenovanju Henoch-Schönleinova 
purpura (Jennette in sod., 2013), je avtoimunska bolezen. Je sistemsko vnetje, ki prizadene 
male krvne žile v kožnem tkivu, sklepih, ledvicah in črevesju. Natančneje, gre za 
levkocitoklastični vaskulitis, ki se pogosteje pojavlja pri otrocih, redkeje pa tudi pri 
odraslih ljudeh (Hočevar in sod., 2014). V spolni sestavi obolelih prevladujejo osebe 
moškega spola (Roberts in sod., 2007).  
 
2.1.1 Pojavnost bolezni 
 
Letna incidenca v populaciji po dosedaj znanih podatkih znaša približno 3-26,7 na 100,000 
otrok ter 0,8-1,8 na 100,000 odraslih (Piram in Mahr, 2013). V slovenski populaciji pa je 
bila dokazana višja letna incidenca in sicer 5,1 na 100,000 odraslih, kar pomeni 3-6 krat 
višjo stopnjo pojavnosti (Hočevar in sod., 2014). Četudi je starostna sestava obolelih otrok 
zelo pestra, bolezen izraziteje nastopa med 3. in 12. letom starosti (Penny in sod., 2010). 
Pri ljudeh nad 60. letom starosti obstaja večja verjetnost razvoja bolezni (Hočevar in sod., 
2014). 
 
Pri ocenjevanju incidence je potrebno upoštevati dejstvo, da podatki o bolnikih temeljijo 
na dveh klasifikacijskih sistemih in, da izhajajo le iz bolnišničnih evidenc o bolnikih. 
Mnogi zato ocenjujejo, da je trenutna ocena pojavnosti IgAV v populaciji prenizka. Težave 
pri oceni predstavlja tudi nespecifičnost kliničnih znakov in rezultatov histopatoloških 
testov, saj se ti pojavljajo tudi pri drugih vaskulitisih (Piram in Mahr, 2013). Prvi sistem s 
kriteriji za klasifikacijo bolezni so leta 1990 razvili v Ameriki (ACR-the American College 
of Rheumatology) in sicer sta bila za postavitev diagnoze potrebna izpolnjena dva kriterija 
od štirih; starost nižja od 20 let, pojav tipljive purpure, akutna bolečina v abdominalni 
votlini ali vsebnost granulocitov v stenah arteriol in venul po biopsiji (Mills in sod., 1990). 
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Kriteriji so se izkazali za pomanjkljive in premalo specifične, predvsem v primeru otroške 
populacije. Zato je Ozen s sod. (2010) objavil nove, preverjene kriterije za klasifikacijo 
bolezni (EULAR/PRINTO/PReS-angl. European League Against Rheumatism/Paediatric 
Rheumatology International Trials Organisation/Paediatric Rheumatology European 
Society). Bolezen je sedaj opredeljena z izpolnjenim kriterijem prisotnosti purpure, ki se v 
največji meri nahaja na spodnjih okončinah. Poleg tega pa mora biti prisoten še en znak 
izmed naštetih; bolečina v abdominalni votlini, obsežno nalaganje IgA, artritis oz. 
artralgija ali vpletenost ledvic (Ozen s sod., 2010).    
 
2.1.2 Okoljski in genetski dejavniki 
 
Pri otrocih je značilna sezonsko pogojena patogeneza IgAV. Številne študije so pokazale, 
da se v otroški populaciji večina primerov bolezni razvije v jesenskem ali zimskem 
obdobju, le peščica pa v poletnem obdobju. Najverjetneje vzrok tiči v vplivu okolja na 
pojav bolezni in sicer so za hladnejšo polovico leta značilne okužbe. V nasprotju, pa so 
Penny in sod. (2010) dokazali sezonsko neodvisen razvoj bolezni pri odraslih osebah. 
Mnogi znanstveniki so odkrili, da se bolezen pri otrocih v tretjini ali pa celo v več kot 
polovici primerov razvije po okužbi zgornjih dihalnih poti. V skladu s tem dejstvom, so 
IgAV povezovali s patogenimi organizmi, bakterijami, virusi in paraziti, a vendar ni bilo 
možno dokazati stalnega povzročitelja. To dejstvo kaže na različne vzroke pojava IgAV 
(Piram in Mahr, 2013).  
 
Mnogi se strinjajo, da tudi genetski dejavniki igrajo pomembno vlogo. Znotraj celotne 
populacije se kažejo določene razlike v ravni incidence. Leta 2002 so Gardner-Medwin in 
sod. poročali opažanje štirikrat nižje verjetnosti razvoja bolezni pri potomcih afriško-
ameriških staršev, v primerjavi s potomci kavkazijskih belcev in indijskih staršev. Možne 
vzroke za vznik bolezni so He in sod. (2013) našli tudi v genetskih dejavnikih, v različicah 
alelov znotraj regije genov poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa HLA (angl.  
human leukocyte antigen). Ti geni kodirajo informacijo za sintezo molekul, odgovornih za 
t.i. predstavljanje antigenov limfocitom T. Predstavljanje antigenov celicam imunske 
odpornosti je nujno potrebno za delovanje imunskega sistema. V študiji so nekateri aleli 
HLA povečali, drugi pa zmanjšali tveganje obolelosti. Do sedaj niso odkrili še nobene 
mutacije v genskem zapisu, ki bi neposredno povzročila obolenje, zato povezava IgAV s 
genskimi polimorfizmi ostaja neznanka (He in sod., 2013; Heineke in sod., 2017).   
 
2.1.3 Vloga protiteles IgA pri razvoju bolezni 
 
V poškodovanih žilah se odlagajo plazemski proteini, imunoglobulini IgA. Ločimo dve 
obliki in sicer IgA1 in IgA2. So najštevilčnejša protitelesa, najdemo jih v sluzničnih 
izločkih (sekretorni IgA ali sIgA), kjer je njihova poglavitna vloga nevtralizacija 
bakterijskih produktov, aglutinacija mikrobov in vpliv na njihovo gibanje. V krvi pa se 
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protitelesa IgA nahajajo kot monomeri (serumski IgA ali mIgA). V monomerni obliki 
lahko aktivirajo v krvnem obtoku neaktivne beljakovine sistema komplementa preko 
lektinske ali alternativne poti (Heineke in sod., 2017).  
 
Prav tako se lahko IgA vežejo in aktivirajo številne receptorje. Eden izmed teh je tudi 
receptor FcαRI, transmembranski receptor mieloidnih celic. FcαRI se lahko nahaja tudi v 
topni obliki. Za bolezen je značilno odlaganje imunskih kompleksov, v katerih so 
protitelesa IgA1. IgA kompleksi preko vezave na FcαRI aktivirajo nevtrofilce, granularne 
levkocite. V lezijah so prisotni tako IgA kot nevtrofilci, zato obstaja velika verjetnost, da je 
interakcija med IgA in FcαRI pomembna pri pojavu bolezni. To potrjuje tudi študija, ki so 
jo izvedli Van der Steen in sod. (2012), s katero so dokazali, da se v primeru preprečene 
interakcije zmanjša obseg poškodb.  
 
2.1.4 Model razvoja sistemskih znakov 
 
Heineke in sod. (2017) predlagajo model (Slika 1), ki opisuje zaporedje več dogodkov pri 
pojavu sistemskih znakov pri IgAV. Zaradi genetskih dejavnikov in/ali vpliva okoljskih 
dejavnikov pride do povečane ravni IgA1 AECA. Kratica AECA označuje heterogeno 
skupino protiteles proti endotelijskim celicam, angl. antiendothelial cell antibodies. 
Tovrstna protitelesa so na splošno prisotna pri vseh ljudeh. Mnogi so v svojih študijah 
dokazali, da se v vnetnih procesih, pri poškodbah žil njihova vsebnost močno poveča 
(Belizna in Tervaert, 1997). Pri IgAV antigeni endotelijskih celic oz. molekule, na katere 
se v področju malih žil vežejo protitelesa, še niso odkriti (Yang in sod., 2002). Kot antigen, 
ki ga prepoznajo protitelesa so Yang in sod. (2012) predlagali β2-glikoprotein I (β2GPI). 
Predvidevajo, da β2GPI, z vezavo na endotelijske celice, izpostavi še ostale antigene, ki so 
navadno skriti. Slednje naj bi prepoznavali AECA, se vezali nanje, posledično pa tudi na 
endotel. Vezava AECA na endotel inducira sproščanje citokina interlevkina-8 (IL-8), ta pa 
privablja nevtrofilce (Yang in sod., 2004). Hkrati aktivacija receptorja povzroči sekrecijo 
kemoatraktanta levkotriena B4 (LTB4) in posledično množično migracijo nevtrofilcev na 
mesto nalaganja protiteles (Van der Steen in sod., 2009). Poleg tega nevtrofilci sproščajo 
TNF-α (Yang in sod., 2002), ki naj bi dodatno aktiviral endotelne celice in jih induciral k 
razkrivanju antigenov ter prispeval k vnetnim procesom. Zaradi aktivacije nevtrofilcev 
pride do sproščanja hidrolitičnih encimov, s protitelesi povzročene celične citotoksičnosti, 
tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) in škodnega delovanja na okoliška tkiva, ki se 
kaže kot vnetje in krvavitve. Znaki se kažejo pri IgAV pa tudi pri IgAV z nefritisom 
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Slika 1: Model razvoja sistemskih znakov pri IgAV (prirejeno po Heineke in sod., 2017: 1251) 
 
 
Slika 2: Dogajanje v malih žilah pri IgAV. (1) TNF-α pripomore k vezavi (2) protiteles IgA AECA na 
endotel žile. (3) Endotelijske celice izločajo IL-8, ki deluje kot kemoatraktant in privablja nevtrofilce ter 
sproži njihovo migracijo. (4) IgA AECA se vežejo na receptorje FcαRI na nevtrofilcih. (5) Aktivacija 
receptorja privede do sproščanja LTB4. Slednji prav tako deluje kot kemoatraktant in rekrutira še večje 
število nevtrofilcev. Razvije se vnetje (prirejeno po Heineke in sod., 2017: 1250) 
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2.1.5 Sistemski znaki 
 
Do nastanka purpure torej pride zaradi poškodb krvnih žil, krvne celice iz svetline žil 
prehajajo v kožo. Kožne spremembe se prično kot rdečkaste makule. Slednje napredujejo v 
tipno purpuro, temno rdeč ali vijoličast izpuščaj, dvignjen nad nivo kože. Izpuščaj je 
navadno simetrično razporejen, purpura se večinoma razvije v predelu spodnje polovice 
telesa. Redko so prisotne spremembe na obrazu in ustni sluznici. Pri bolezni se lahko 
pojavi tudi krvavitev v črevesnem ali ledvičnem tkivu, kar lahko privede do pojava 
hematurije oz. krvi v urinu in ledvične prizadetosti (Davin, 2011).  
 
2.1.6 Zdravljenje bolezni  
 
Za IgAV so značilna obdobja izboljšanja in poslabšanja stanja bolezni, sčasoma lahko 
izzveni, kar je prisotno predvsem v otroški populaciji bolnikov. Kasneje se lahko vnovič 
pojavi (González-Gay in sod., 2018). Pri otrocih, ki kažejo blažje znake bolezni zadostuje 
počitek, lajšanje bolečin, zadostna preskrba s tekočino in spremljanje pacientovih vitalnih 
znakov. Za zdravljenje oz. lajšanje prizadetosti sklepov so v rabi nesteroidna protivnetna 
zdravila. Glukokortikoidno sistemsko zdravljenje je uporabno za zdravljenje pacientov, ki 
imajo, resnejšo prizadetost gastrointestinalnega trakta (García-Porrúa in sod., 2002). 
Tovrstna hormonska zdravila zmanjšujejo bolečine v predelu trebušne votline in sklepih 
(Ronkainen in sod., 2006; Weiss in sod., 2010). Tudi v študiji, ki jo je opravil Audemard-
Verger s sod. (2017) se je izkazalo, da so glukokortikoidi najboljši za začetek zdravljenja 
IgAV pri odraslih pacientih.  
 
Pri odraslih bolezen navadno poteka in se kaže v težji obliki kot pri otrocih, saj imajo 
odrasli pogosteje prizadete ledvice. Bolezen je nepredvidljiva in jo je težje nadzorovati 
(Audemard-Verger in sod., 2015, Hočevar in sod., 2016).  
 
Du in sod. (2012) so v svoji raziskavi obravnavali otroke z resnimi zapleti bolezni, pri 
katerih zdravljenje s glukokortikoidi ni bilo uspešno. Dokazali so, da zdravilo mikofenolat 
mofetil učinkovito uravna raven proteinov v urinu, ter tako predstavlja dobro nadomestno 
zdravilo. Tudi Hackl in sod. (2017) so dokazali, da je mikofenolat mofetil učinkovit za 
doseganje in vzdrževanje izboljšanja stanja bolezni brez resnejših stranskih učinkov.  
 
Maritati in sod. (2018) so ugotovili, da uporaba rituksimaba, monoklonskega protitelesa 
proti površinskim antigenom CD20 limfocitov B pri bolnikih z IgAV nefritisom prepreči 
poslabšanje delovanja ledvic. Po terapiji je pri 91 % pacientov prišlo do izboljšanja stanja 
bolezni. Raziskovalci so predlagali, da je tovrstno zdravljenje lahko koristno pri odraslih s 
ponavljajočimi zagoni. Tudi terapija z intravenoznim vnosom imunoglobulinov in sledeča 
terapija z vnosom neposredno v mišično tkivo se je izkazala kot koristna pri pacientih z 
nefritisom v povezavi z IgAV. Dodani imunoglobulini so vplivali na znižanje vsebnosti 
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proteinov in krvi v urinu (Rostoker in sod., 1995).  
 
Kot najbolj učinkovit pristop k zdravljenju pacientov s kronično in obsežno prizadetostjo 
ledvic v končnem stadiju, se je izkazal postopek presaditve ledvic (Kawabe in sod., 2017). 
 
2.2 ČLOVEŠKI GENOM 
 
Izsledki Projekta človeškega genoma, angl. “Human Genome Project” (kratica HGP), ki se 
je pričel leta 1986 in zaključil leta 2003 z objavo celotnega zaporedja genoma človeka, so 
bili presenetljivi. Raziskovalci so dokazali, da pri človeku najdemo le približno 20,000 
genov, kar predstavlja le 1,5 % nukleotidnega zaporedja genoma. Izkazalo se je, da ima 
sicer izredno kompleksen organizem, človek, enako število protein-kodirajočih zaporedij, 
kot jih poznamo pri nižje razviti vrsti nematod, Caenorhabditis elegans. Pri slednji so geni 
bolj enakomerno razporejeni vzdolž genoma v primerjavi s človekom (Finishing the 
euchromatic sequence ..., 2004). Odprli sta se dve vprašanji, kakšno vlogo ima preostali 
velik del genoma, ki ne vsebuje informacije za sintezo proteinov in kako le-ta pripomore h 
kompleksnosti naše vrste. Že leta 1977 sta Phillip Allen Sharp s sod. in Richard J. Roberts 
s sod. odkrila, da geni evkariontov sestojijo iz eksonov, nukleotidnih zaporedij, ki kodirajo 
posamezne dele proteinov in intronov, vmesnih nekodirajočih nukleotidnih zaporedij 
(Chow in sod., 1977; Berget in sod., 1977). Izkazalo se je, da pri prepisovanju DNA v 
komplementarno nukleotidno zaporedje RNA sprva nastane pre-mRNA, pri zorenju le-te 
pa je po procesu alternativnega izrezovanja intronov in eksonov možen nastanek več 
različnih mRNA (Breathnach in Chambon, 1981; Leff in sod., 1986). To dejstvo se odraža 
v obsežnejšem naboru celičnih proteinov oz. proteomu, kot bi jih pričakovali glede na 
nabor in število genov posamezne celice (Ponomarenko in sod., 2016). 
 
V nadaljevanju so znanstveniki z izvedbo dveh projektov, angl. Encyclopedia of DNA 
elements (kratica ENCODE) leta 2004 in angl. Functional Annotation of the Mammalian 
Genome (kratica FANTOM) leta 2001 razkrili, da prepisovanje ni omejeno zgolj na 
protein-kodirajoča zapredja, temveč se v celici prepisuje velika večina genoma, približno 
75 %. Prepis gena ter sinteza mRNA še ne zagotavljata nastanka funkcionalnega proteina. 
Velika količina prepisov v celici se kaže v obsežnem naboru nekodirajočih RNA. Le-te 
oblikujejo kompleksno transkriptomsko mrežo, ki ima izredno pomembno vlogo pri 
regulaciji številnih procesov znotraj celice (The ENCODE ..., 2004; Kawai in sod., 2001). 
Na podlagi dobljenih rezultatov omenjenih projektov, se je med znanstveniki uveljavilo 
prepričanje, da kompleksnost posameznih vrst bolj sovpada s številom nekodirajočih RNA 
kot s številom protein-kodirajočih zaporedij. Izkazalo se je, da so mutacije v 
nekodirajočem delu genoma odgovorne za nastanek mnogih bolezni, tudi rakavih obolenj 
(Lekka in Hall, 2018).  
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2.2.1 Kratke nekodirajoče RNA 
 
Ločimo nekodirajoča nukleotidna zaporedja, daljša od 200 nukleotidov, ki jih imenujemo 
dolge nekodirajoče RNA in nekodirajoča nukleotidna zaporedja, ki so krajša od 200 
nukleotidov in jih imenujemo kratke nekodirajoče RNA. Med slednje nekodirajoče RNA 
uvrščamo mikro RNA (miRNA), endogene kratke interferenčne RNA (siRNA) in angl. 
“Piwi-interacting” RNA (piRNA). Z razvojem računalniških algoritmov, bioinformatskih 
prediktivnih programov ter orodij in razvojem tehnologije globokega sekvenciranja se naše 
vedenje in znanje o kratkih nekodirajočih RNA pospešeno širi. Na podlagi številnih študij 
v zadnjih dveh desetletjih lahko z gotovostjo trdimo, da dotične molekule sodelujejo pri 
veliki večini celičnih procesov, t.j. pri diferenciaciji celic, njihovi proliferaciji, celični smrti 
in poteku številnih drugih dogodkov. Predhodno smo že poznali vlogo nekaterih krajših 
molekul RNA, katerih zaporedje se ne prevede do proteinov, npr. ribosomalne RNA 
(rRNA), prenašalne RNA (tRNA), male jedrne RNA (snRNA). Tudi regulatorne RNA, ki 
so prisotne pri bakterijah so znanstveniki uvrščali in imenovali kratke RNA, četudi niso 
sorodne tistim, ki jih najdemo pri evkariontskih organizmih, saj se bakterijske kratke RNA 
pri svojem delovanju ne vežejo na proteine Argonavte. Slednje je značilnost evkariontskih 
kratkih nekodirajočih RNA (Kim in sod., 2009).  
 
2.2.2 Odkritje mikro RNA 
 
Začetki odkrivanja in spoznavanja kompleksnosti skrivnostnega sveta mikro RNA segajo 
nazaj v leto 1993, ko sta Lee s sod. in Wightman s sod. pri opazovanju postembrionalnega 
razvoja ličinke C. elegans neodvisno dokazala obstoj mikro RNA lin-4. Gen lin-4 so 
izolirali, tudi iz sorodnih vrst istega rodu in na podlagi primerjave genomov ugotovili, da 
gen lin-4 ne kodira informacije za sintezo proteina. V celicah so identificirali dva krajša 
prepisa tega gena, zapis dolžine 61 nukleotidov (prekurzorska molekula) in zapis dolžine 
22 nukleotidov (zrela mikro RNA). Gen oz. produkt gena lin-14 vpliva na postembrionalni 
razvoj ličinke. Odkrili so, da je del nukleotidnega zaporedja mikro RNA lin-4 
komplementarno elementu, ki vsebuje ponovljeno zaporedje v t.i. neprevedeni regiji na 3’ 
koncu (angl. 3’ untranslated region ali 3’UTR) na lin-14 mRNA in, da se na to zaporedje 
veže mikro RNA. Eksperimentalno so dokazali, da se v določeni fazi v celici nahaja zelo 
malo proteina Lin-14, kljub temu, da je bila prisotna velika količina lin-14 mRNA 
molekul. Sklepali so, da mikro RNA lin-4 vpliva na translacijo mRNA lin-14 preko 
protismiselne (angl. antisense) interakcije med dvema RNA molekulama. Z drugimi 
besedami, da je miRNA odgovorna za inhibicijo translacije mRNA. Tako lin-4 časovno 
odvisno uravnava izražanje gena lin-14 v posamezni larvalni fazi, kar je ključno za 
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2.2.3 Mikro RNA 
 
Mikro RNA oblikujejo družino nekodirajočih enoverižnih RNA zaporedij, dolgih od 21 do 
25 nukleotidov (Pillai, 2005). So izredno pomembne molekule v celici, preko epigenetskih 
mehanizmov regulirajo izražanje genov. Njihova zaporedja so evolucijsko dobro 
ohranjena. Tovrstne molekule so Grimson in sod. (2008), odkrili tudi pri nižjih živalih, 
vrsti spužv Amphimedon queenslandica in vrsti ožigalkarjev Nematostella vectensis. 
Približno 55 odstotkov mikro RNA, ki se pojavljajo pri C. elegans, je homolognih z mikro 
RNA pri človeku. To dejstvo priča o pomembnosti teh molekul tekom evolucije živali 
(Ibanez-Ventoso in sod., 2008; Kim in sod., 2009). Trenutno se v podatkovni bazi 
miRBase nahaja okoli 2000 zapisov, ki opredeljujejo posamezne mikro RNA pri človeku 
(Griffiths-Jones, 2004; Griffiths-Jones in sod., 2006; Griffiths-Jones in sod., 2008; 
Kozomara in Griffiths-Jones, 2011, 2014). 
So post-transkripcijski regulatorji izražanja genov, ki s svojim delovanjem lahko privedejo 
do razgradnje tarčne mRNA ali pa zavrejo njeno translacijo. Delujejo tako, da se delno ali 
v celoti vežejo na komplementarno zaporedje v 3’UTR predelu tarčnih mRNA. Popolno 
ujemanje med 2. in 7. nukleotidom (angl. seed region) na 5' koncu miRNA in mRNA naj bi 
omogočalo specifičnost interakcij med njima (Bartel, 2009). Vezava privede do inhibicije 
translacije mRNA ali destabilizacije mRNA preko deadenilacije oz. razcepa mRNA 
prepisa (Pillai in sod., 2007, Pasquinelli, 2012). Mikro RNA pa ne delujejo samo tako, da 
zavrejo izražanje genov, temveč lahko inducirajo prevajanje tarčnih mRNA (Vandusevan 
in sod., 2007).  
Bioinformatske analize in algoritmi napovedi kažejo, da naj bi mikro RNA pri človeku 
uravnavale več kot 60 % prepisov (Lekka in Hall, 2018).  
 
2.2.4 Biogeneza mikro RNA 
Zapisi za mikro RNA molekule se v genomu nahajajo ali v intergenskih regijah, delih 
genoma med posameznimi geni, ki ne kodirajo informacije za sintezo proteinov, ali v 
intragenskih oz. intronskih regijah znotraj genov. Približno polovica mikro RNA iz 
intergenskih regij je kodiranih v gruči genov, manjše število pa kot samostojen gen (Kim 
in sod., 2009). Intragenske miRNA imajo s svojim gostiteljskim genom skupen promotor, 
zato se ob prepisu gostiteljskega gena hkrati prepiše tudi mikro RNA, se sočasno izražata 
(Bartel, 2004). 
Največ mikro RNA prepiše RNA polimeraza II (Lee in sod., 2004), mikro RNA, ki so 
povezane z ALU ponovitvami pa prepiše RNA polimeraza III (Borchert in sod., 2006). V 
celičnem jedru encim RNA polimeraza II ali III DNA zaporedje prepiše v primarno mikro 
RNA ali t.i. pri-miRNA.  Slednja je v obliki lasnice, ima 7-metilgvanozinsko kapo ter poli 
A-rep in je ponavadi daljša od 1000 baznih parov (Pillai, 2005). Lasnica sestoji iz treh 
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delov in sicer iz stebla, dolgega približno 33 nukleotidov, terminalne zanke in vmesnih 
enoverižnih delov (Kim in sod., 2009). 
 
V jedru se nahajata tudi encim Drosha, RNaza tipa III in kofaktor, protein DGCR8 (angl. 
DiGeorge syndrome critical region gene 8) (Slika 3). Drosha in DGCR8 tako skupaj z 
ostalimi proteini tvorita t.i. kompleks mikroprocesor, v velikosti približno 650 kDa. V 
prvem koraku procesiranja oz. zorenja mikro RNA, DGCR8 interagira s steblom in 
okoliškimi enoverižnimi deli lasnice. Šele nato lahko Drosha cepi primarno mikro RNA, 
nastane manjša struktura, prekurzorska mikro RNA ali pre-miRNA, prav tako v obliki 
lasnice (Kim in sod., 2009). Zanimivo je, da Drosha vpliva tudi na zmanjšano izražanje 
DGCR8 mRNA (Han in sod., 2009).  
 
V naslednjem koraku pride do prenosa prekurzorske mikro RNA iz jedra v citoplazmo 
preko proteina eksportina 5 (EXP5). Protein sodi v družino jedrnih transportnih 
receptorjev. V jedru je na EXP5 vezan proteinski kofaktor Ran, ki deluje kot GTPaza. Ob 
hidrolizi GTP se v citoplazmo prenese prekurzorska mikro RNA (Bohnsack in sod., 2004). 
V citoplazmi se nahja encim Dicer, ki prav tako sodi med RNaze III. Dicer cepi dvoverižni 
del prekurzorske mikro RNA v bližini terminalne zanke in nastaneta dve verigi mikro 
RNA. Spremljevalna mikro RNA veriga* (angl. passenger strand) se razgradi. Druga, zrela 
mikro RNA (angl. guide strand), pa skupaj s proteini Argonavti, ki so venomer navzoči v 
celicah in drugimi gradniki oblikuje t.i. proteinski RNA-inducirani utiševalni kompleks 
RISC (angl. RNA-induced silencing complex), ki s svojim delovanjem sodeluje pri 
procesu utišanja izražanja genov (Pillai, 2005; Pillai in sod., 2007; Kim in sod., 2009). 
Encim Dicer se poveže še z dvema proteinoma TRBP in PACT, za katera se domneva, da 
prispevata k nastanku kompleksa RISC (Chendrimada in sod., 2005; Lee in sod., 2006). 
Opisana je kanonična pot nastanka mikro RNA (Slika 1). Obstajajo pa tudi druge, Drosha 
neodvisne ne-kanonične poti biogeneze. Kratke nekodirajoče RNA razlikujemo med seboj 
glede na to, na katerega izmed proteinov Agronavtov se vežejo in glede na mehanizem 
njihove biogeneze (Kim in sod., 2009). 
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Slika 3: Potek biogeneze mikro RNA (prirejeno po Borel in sod., 2012: 1737)  
 
2.2.5 Mikro RNA, morebitne tarče v zdravljenju bolezni 
 
Ena mikro RNA lahko deluje na mnoge, lahko tudi na več sto genov in vsak izmed njih je 
lahko tarča več različnih mikro RNA molekul. Tako lahko te molekule izredno natančno 
uravnavajo izražanje genov (Horsburgh in sod., 2017), zaradi česar v ospredje prihaja 
njihov terapevtski potencial.  
 
V primerjavi z običajnimi genskimi terapijami, kjer navadno ciljamo posamezni gen 
znotraj genoma, je prednost v tem, da lahko s ciljanjem in spremembo izražanja ene same 
mikro RNA vplivamo na izražanje številnih, funkcionalno povezanih genov, ki sodelujejo 
v določeni poti (Banerjee in Sen, 2013). Z uporabo umetno sintetiziranih zaporedij, katerih 
izdelava je preprosta in nezahtevna (Garo in Murugaiyan, 2016), lahko vplivamo na raven 
izraženosti posamezne mikro RNA. Za uravnavanje izražanja mikro RNA ločimo t.i. mikro 
RNA mimike (angl. mimics), umetno sintetizirane kratke dvojne vijačnice, ki oponašajo 
tarčne endogene mikro RNA in prekomerno zvišajo njihovo raven izražanja in 
protismiselne mikro RNA (angl. antagomiR), prav tako umetno sintetizirane 
oligonukleotide, ki pa inhibirajo delovanje in izražanje tarčnih mikro RNA. Za vnos 
12 
Sedej I. Izražanje izbranih molekul mikro RNA v koži bolnikov z vaskulitisom povzročenim z IgA. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018  
 
umetnih oligonukleotidov v tkiva, so bili v uporabi virusni vektorji, ki pa so se izkazali za 
težavne zaradi povzročanja imunskega odziva (Horsburgh in sod., 2017). Protismiselne 
mikro RNA lahko v modificirani obliki, kjer je nanje pripet holesterol ali lipoproteini 
visoke gostote, v tkiva vnesemo z neposrednim vbrizganjem v žile (Banerjee in Sen, 2013).  
 
Vsestranska narava mikro RNA je hkrati tudi zelo problematična z vidika zdravljenja 
zaradi pomanjkanja specifičnosti. V izogib stranskim učinkom zaradi širokega spektra 
delovanja dotičnih molekul in z namenom njihovega ciljanja v točno določenih tkivih, 
znanstveniki razvijajo različne pristope. Poznamo t.i. gobice (angl. sponges), ki vežejo 
mikro RNA in onemogočijo njihovo delovanje na tarčno mRNA. Gobice učinkovito 
preprečijo delovanje vseh mikro RNA, ki prepoznavajo določeno zaporedje. Njim podobne 
so t.i. radirke (angl. erasers), ki pa vsebujejo oligonukleotidno protismiselno zaporedje 
komplementarno tarčni mikro RNA. Radirke se vežejo na izbrano zaporedje mRNA, zaradi 
česar ne pride do interakcije med mikro RNA in mRNA (Banerjee in Sen, 2013).  
 
V krvni plazmi oz. serumu se mikro RNA nahajajo znotraj izvenceličnih veziklov, 
zaščitene pred razgradnjo. Tako predstavljajo diagnostične označevalce rakavih, 
srčnožilnih in drugih obolenj in omogočajo nadomestilo konvencionalnih invazivnih metod 
za odkrivanje teh bolezni (Horsburgh in sod., 2017).  
 
Z odkrivanjem novih mikro RNA in njihove povezanosti s celičnimi procesi in vpletenosti 
v razvoj obolenj, jih mnogi predlagajo kot morebitne tarče pri zdravljenju ali kot biološke 
označevalce za zgodnejše odkrivanje nepravilnosti v delovanju in vznika raznih bolezni. 
Zaradi izvajanja študij na živalskih modelih ter pomanjkanja predkliničnih in kliničnih 
študij, tovrstno zdravljenje ostaja eksperimentalno.  
 
2.2.6 Koža in mikro RNA 
 
Koža je naš največji organ, predstavlja kar 15 % celotne teže telesa (McGrath in sod., 
2004). Sposobnost obnavljanja tkiva je ohranjena tekom celega življenja osebka. Opravlja 
številne naloge, nudi prvi stik z zunanjim okoljem.  Deluje kot primarna obrambna 
struktura, ki ščiti notranjost telesa pred patogenimi organizmi in zunanjimi dražljaji. Poleg 
tega ima pomembno termoregulativno vlogo, pomaga uravnavati telesno temperaturo, 
preprečuje preveliko akumulacijo oz. izgubo toplote. Ohranja ravnovesje tekočin, notranje 
organe ščiti pred dehidracijo (Horsburgh in sod., 2017). Zaradi vršenja številnih 
pomembnih funkcij, se je v koži razvil kompleksni sistem mehanizmov, ki uravnavajo 
dotične funkcije. Na mehanizme pa lokalno ali sistemsko vplivajo številni dejavniki, ki 
vzdržujejo naloge organa (Xia in Zhang, 2014). V koži potekajo mnogi metabolni procesi, 
sintetizira se veliko število proteinov, lipidov, signalnih molekul itd. Je nepogrešljiv del 
imunskega, živčnega in endokrinega sistema (Fore, 2006).  
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Ločimo tri plasti kože in sicer povrhnjico ali epidermis, ki predstavlja najbolj zunanjo 
plast, pod povrhnjico se nahaja usnjica ali dermis, pod njo pa podkožje ali hipodermis. 
Povrhnjico v največji meri tvorijo keratinociti, prisotni so še melanociti, Langerhansove in 
Merklove celice. Keratinociti opravljajo številne zaščitne funkcije in sicer ob vdoru 
patogenov sproščajo kemokine, iz družine kemotaktičnih citokinov (Tuzun in sod., 2007) 
ter številne druge citokine, ki lahko privedejo do vnetja ali pa delujejo protivnetno. 
Kollisch in sod. (2005) so odkrili da v keratinocitih prihaja do izražanja mnogih Tollu 
podobnih receptorjev (angl. Toll-like receptors ali TLR), ki prav tako pripomorejo k 
obrambi pred škodljivim delovanjem mikroorganizmov. V največji meri pa keratinociti 
proizvajajo osnovni stukturni protein keratin. Poleg naštetega, keratinociti spodbujajo 
proliferacijo in diferenciacijo melanocitov, v katerih prihaja do sinteze melanina, 
zaščitnega pigmenta, ki ščiti celice pred škodljivimi učinki ultravijoličnih (UV) žarkov 
(Hirobe, 2014). Langerhansove celice so dendritične celice, ki prepoznavajo antigene na 
površini mikrobnih celic in jih predstavljajo limfocitom T ter jih tako aktivirajo (Seneschal 
in sod., 2012). Merklove celice delujejo kot mehanoreceptorji, imajo lastnosti 
nevroendokrinih in epitelijskih celic (McGrath in sod., 2004) 
 
Usnjico, plast ki je dobro ožiljena in oživčena, tvorijo fibroblasti, makrofagi, limfociti, 
mastociti in dendritične celice. Pomembno vlogo igrajo fibroblasti, ki so odgovorni za 
tvorbo proteinov zunajceličnega matriksa med katere sodita kolagen in elastin. 
Meissnerjeva in Pacinijeva telesca ter prosti živčni končiči so potrebni za zaznavo pritiska 
in bolečine (Johnson, 2001). Žleze znojnice in žleze lojnice pa sodelujejo pri uravnavanju 
telesne temperature. Ti dve plasti kože, povrhnjica in usnjica sta medsebojno odvisni, med 
njima poteka stalna komunikacija. O tem priča tudi dejstvo, da se lahko zarodne celice, ki 
izvirajo iz usnjice, diferencirajo v celice povrhnjice (Li in sod., 2010). Podkožje v največji 
meri tvorijo adipociti, ki tvorijo maščobno tkivo s termoregulatorno vlogo. V maščevju se 
tvori vitamin D (Horsburgh in sod., 2017). 
 
Vzdrževanje homeostaze in normalne rasti ter delovanja ob tako kompleksnem sistemu, 
zgrajenem iz velikega števila tipov celic z različnimi vlogami, nalogami, terja zelo 
natančno uravnavo molekularnih signalov in procesov. Mnoge mikro RNA imajo visoko 
raven izražanja v koži. Dokazano je, da imajo slednje ključno vlogo pri morfogenezi in 
homeostazi kože (Xia in Zhang, 2013), razvoju povrhnjice, lasnega mešička ter procesih 
regeneracije (Horsburgh in sod., 2017). To so potrdili s funkcijskimi študijami na živalskih 
modelih, kjer so vplivali na izražanje genov odločilnih proteinov v biogenezi mikro RNA 
(Glavač in Ravnik-Glavač, 2015). Wang in sod. (2007) so v zarodnih matičnih celicah miši 
odkrili, da ob okvari DGCR8 gena, ki sodeluje pri biogenezi mikro RNA, celica ni zmožna 
pravilne proliferacije in diferenciacije. Zaradi okvare gena ni prišlo do nastanka mikro 
RNA. Tudi Yi in sod. (2006), so v svoji študiji uporabili embrionalne kožne celice miši. 
Na mišjem modelu so izbili gen za sintezo encima Dicer. Posledično so se zarodne celice 
dlake izvihale proti povrhnjici namesto proti usnjici.  V študiji so klonirali in opredelili več 
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kot 100 mikro RNA značilnih za kožo. Izkazalo se je, da se različno izražajo v povrhnjici 
in lasnih mešičkih. Tistih mikro RNA, ki so bile v večji meri prisotne v povrhnjici, niso 
našli v lasnem mešičku in obratno. Andl in sod. (2006) so na embrionalnem mišjem 
modelu kože opazili, da je raven izražanja encima Dicer v povrhnjici nižja kot v lasnem 
mešičku. Na podlagi tega so sklepali, da sta ti dve plasti kože različno epigenetsko 
uravnani.  
 
Za mutante z okvaro gena DGCR8 in gena Dicer sta bila značilna fenotipa podobna. V 
obeh primerih so osebki v povprečju živeli le 5 do 6 dni po rojstvu, imeli so grobo 
površino kože, nepravilno rast dlak. Apoptoza je bila pri njih neobičajna in obsežna, 
preiskovani organizmi niso bili zmožni pridobivanja teže. Dokazali so, da sta oba gena 
ključna v procesu nastanka mikro RNA. Vzrok za prirojene napake je bila odsotnost mikro 
RNA molekul in iz tega sledi, da so te molekule izredno pomembne v morfogenetskem 
razvoju kože in pravilnem poteku celičnih procesov (Yi in sod., 2009). 
 
Mikro RNA se delijo v družine v povezavi s tarčnimi geni, ne glede na njihovo lokacijo 
znotraj genoma. Povišana raven izražanja mikro RNA ojača razvojni program (Glavač in 




MiR-17-5p je intergenska mikro RNA, kodirana znotraj gruče genov oz. policistrona z 
oznako miR-17~92. Genska gruča se nahaja na 13. kromosomu in je evolucijsko zelo 
dobro ohranjena pri vretenčarskih organizmih. Poleg miR-17-5p, so znotraj policistrona 
zapisi še za miR-17-3p, miR-18, miR-19a, miR-20, miR-19b-1 in miR-92-1 (Lin in sod., 
2005). Četudi so v gruči, se raven izražanja posameznih mikro RNA razlikuje. 
Najverjetneje so različno stabilne oz. prihaja do različne učinkovitosti v nadaljnjem 
procesiranju molekul. Chaulk in sod. (2011) so predpostavili, da primarni prepis oblikuje 
globularno terciarno strukturo, zaradi katere so miR-17-3p, miR-17-5p, -18a in -20a lažje 
dostopne mikroprocesorskemu kompleksu za nadaljno procesiranje. Guil in Caceres (2007) 
sta dokazala, da lahko dodatni dejavniki modulirajo terciarno strukturo in pripomorejo oz. 
spodbudijo procesiranje nekaterih mikro RNA molekul. 
 
Številne študije so dokazale vpletenost miR-17~92 pri rakavih obolenjih in sicer pri 
pljučnih rakih, hepatoceličnih tumorjih, raku mehurja, kroničnih mieloidnih levkemijah. 
Lahko pa delujejo kot supresorji tumorjev pri nekaterih celičnih linijah raka jajčnikov in 
dojk (Cloonan in sod., 2008). Izkazalo se je, da mikro RNA, ki so kodirane v gruči genov 
miR-17~92 niso enakovredne v sodelovanju pri tvorbi tumorjev in povečanju stopnje 
preživetja celic (Concepcion in sod., 2012). Četudi so mnogokrat omenjene v povezavi z 
boleznijo raka, so se v zadnjem času miR-17~92 izkazale kot izredno pomembne pri 
razvoju in uravnavanju delovanja imunskega sistema, zlasti pri prirojeni in pridobljeni 
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imunosti, vplivu na makrofage, limfocite T in B, celice ubijalke in dendritične celice (Kuo 
in sod., 2018). Imajo različne vloge pri uravnavanju procesov angiogeneze. Zato bi lahko 
predstavljale učinkovite tarče za zdravljenje zapletenih bolezni (Sun in sod., 2018). 
Doebele in sod. (2010) so dokazali, da miR-17 učinkovito zavira angiogenezo 
endotelijskih celic, ima neposreden vpliv na izražanje genov, ki sodelujejo v dotičnih 
procesih. Z inhibicijo izražanja te mikro RNA so raziskovalci dosegli povečano tvorbo 
izrastkov endotelijskih celic za nastanek žil. MiR-17 negativno vpliva na izražanje 
inhibitorja celičnega cikla p21, sfingozin-1-fosfatnega receptorja 1in proteinske Janus 
kinaze 1 (Jak1). Mikro RNA molekule iz miR-17~92 so udeležene tudi pri razvoju 
avtoimunskega encefalomielitisa ter avtoimunskih boleznih (Garo in Murugaiyan, 2016). 
 
Tudi sama miR-17-5p oz. spremenjeno izražanje le-te se v številnih objavah pojavlja v 
povezavi z rakavimi, vaskularnimi obolenji, boleznimi imunskega sistema kot tudi drugimi 
biološkimi funkcijami. Cloonan in sod. (2008) so odkrili, da vpliva na prehod celice iz G1 
faze v fazo 2 v celičnem ciklu preko uravnavanja MAPK signalne poti. Pri miših so Andl 
in sod. (2006) dokazali visok nivo izražanja miR-17-5p v koži.  
 
2.2.6.2 miR-21-3p in miR-21-5p 
 
Gre za dve zreli mikro RNA, ki nastaneta s procesiranjem miR-21. Njeno zaporedje je 
evolucijsko zelo dobro ohranjeno. Je ena izmed prvih kratkih nekodirajočih RNA, ki so jih 
odkrili pri sesalcih. Sodi med intragenske mikro RNA, nahaja se na 17. kromosomu znotraj 
protein kodirajočega gena TMEM49. Ima tudi svojo lastno promotorsko regijo in se lahko 
prepisuje neodvisno od gostiteljskega gena (podatkovna baza MiRBase: Griffiths-Jones, 
2004; Griffiths-Jones in sod., 2006; Griffiths-Jones in sod., 2008; Kozomara in Griffiths-
Jones, 2011, 2014).  
 
Povišano se izraža v endotelijskih celicah in vpliva na njihove funkcije ter procese tvorbe 
žil (Urbich in sod., 2008: Sun in sod., 2018). Njeno delovanje modulira pojav hipoksije v 
tkivih (Siegal in sod, 2016). Liu in sod. (2011) so razkrili, da miR-21 posredno spodbuja 
angiogenezo tumorjev preko delovanja na tarčni gen PTEN, kar se kaže v aktivaciji AKT 
in ERK1/2 signalnih poti, naposled pa se zviša raven izražanja VEGF, žilnega 
endoteljiskega rastnega dejavnika. Povišano raven miR-21 v krvnem obtoku so odkrili v 
povezavi s koronarno arterijsko boleznijo (Jansen in sod., 2017). Dokazano je, da se 
povišano izraža tudi v ateroskleroznih plakih (Tana in sod., 2017). Številne raziskave 
kažejo na to, da spremenjeno izražanje miR-21 igra pomembno vlogo pri žilnih boleznih.  
 
Dobro je preučena tudi vloga miR-21 v celjenju ran. Wang in sod. (2012) so poročali o 
njeni visoki ravni izražanja v povrhnjici zlasti na začetku migracij epitelijskih celic. 
Izražanje je bilo povišano tudi v celicah mezenhima med granulacijo tkiva ob poškodbi. V 
študiji so uporabili t.i. protismiselno mikro RNA, angl. antagomiR, ki je zavrla delovanje 
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miR-21. Posledično je prišlo do zakasnitve v celjenju poškodb in zapiranju ran, povrhnjica 
se je počasneje oblikovala in kolagenska vlakna se niso nalagala. Prišli so do zaključka, da 
je miR-21 udeležena v uravnavanju celjenja poškodb in nalaganju kolagenskih vlaken. 
Tudi Yang in sod. (2011) so na mišjem modelu odkrili povišano raven izražanja te mikro 
RNA v povrhnjici. Ugotovili so, da miR-21 inducira migracijo keratinocit in tako 
vzpodbudi obnavljanje povrhnjice pri celjenju ran. Das in sod. (2014) pa so preučevali 
njeno izražanje v makrofagih in povezavo z vnetnim imunskim odzivom ob poškodbah. 
Odkrili so visoko raven izražanja miR-21 v makrofagih, kar vpliva na povišano stopnjo 
eferocitoze, utišanja PDCD4, proteina vpletenega v programirano celično smrt in v končni 
fazi na izločanje dejavnikov, ki delujejo protivnetno. MiR-21 je vpletena v diferenciacijo 




Tudi miR-451a se nahaja na 17. kromosomu in tako kot miR-17-5p sodi med intergenske 
mikro RNA (podatkovna baza miRIAD: Hinske in sod., 2010; Hinske in sod., 2014). Poleg 
mnogih objav v povezavi mir-451a z rakavimi obolenji, so Cheng in sod. (2017) odkrili 
povezavo miR-451a z razvojem sistemskega lupusa eritematozusa (SLE), ki je tako kot 
IgAV avtoimunska bolezen. Delo so opravljali na mišjem modelu. V raziskavi so ugotovili 
povišano raven izražanja miR-451a v vranici in priželjcu. Iz genoma so izbili zapis miR-
451a. Izbitje miR-451a je privedlo do zmanjšanja predhodno povečane vranice zaradi 
bolezni, znižala se je vsebnost depozitov imunskih kompleksov v ledvicah. Poleg tega se je 
zmanjšala količina proteinov v urinu, geni za sintezo serumskih citokinov povezanih z 
vnetjem niso bili izraženi. Dokazali so, da miR-451a negativno vpliva na izražanje IRF8, 
transkripcijskega faktorja iz družine interferonskih regulatornih faktorjev, ki sodelujejo pri 
razvoju in aktiviranju različnih celic imunskega sistema.  
 
Murata in sod. (2014) so preučevali povezavo miR-451a z revmatoidnim artritisom. S 
študijo so dokazali, da njeno povišano izražanje prepreči fosforilacijo MAPK p38 in tako 
bistveno zniža kemotaksijo nevtrofilcev. Predlagali so jo kot morebitno tarčo za 
zdravljenje revmatoidnega artritisa. Merkerova in sod. (2008) so s svojo raziskavo želeli 
identificirati mikro RNA, ki sodelujejo v hematopoetskih procesih. Odkrili so obsežno 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 BOLNIKI IN VZORCI 
 
V raziskavo smo vključili 64 odraslih, starih 18 let in več, ki so bili diagnosticirani kot 
bolniki z IgAV v obdobju med oktobrom 2014 in septembrom 2016. Predhodno so bili 
klinični znaki ustreznih pacientov ovrednoteni, za potrebe raziskave so morali izpolnjevati 
kriterije po klasifikaciji EULAR/PRINTO/PRES (Ozen in sod., 2010) in imeti histološko 
potrjeno diagnozo bolezni.  
 
Delo je potekalo na 64 biopsijskih vzorcih kožnega tkiva-lezij s področja goleni obolelih 
posameznikov in 19 biopsijskih vzorcih kožnega tkiva zdravih posameznikov (kontrole). 
Vzorce je zagotovil Inštitut za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Nabor 
skupine zdravih posameznikov je sovpadal s spolno in starostno sestavo skupine bolnikov. 
Preverjali smo izražanje miR-17-5p, miR-21-3p, miR-21-5p in miR-451a. Vzorce 
kontrolne skupine smo uporabili za primerjavo stopnje izražanja izbranih molekul mikro 
RNA obeh skupin. Histopatološke spremembe v koži so bile opredeljene svetlobno 
mikroskopsko na tkivnih vzorcih, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin. Za 
ugotovitev odlaganja imunskih depozitov IgA smo uporabili metodo direktne 
immunofluorescence na nefiksiranih, nativnih tkivnih vzorcih.   
 
3.2 ANALIZA IZRAŽANJA MIKRO RNA 
 
3.2.1 Izolacija RNA 
 
Za postopek izolacije celokupne RNA iz vzorcev smo uporabili 2-6 rezin parafinskih 
blokov, debeline 10 μm. Za izolacijo smo uporabili AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit 
(80234, Qiagen, Nemčija) v skladu z navodili proizvajalca. Po končanem postopku, smo 
celokupno RNA sprali s 30 μl vode brez vsebnosti nukleaz. Čistost in količino izolirane 
RNA smo preverili s spektrofotometrom NanoDropTM 1000 (Thermo Fisher Scientific, 
USA) in sicer smo merili absorbanco pri 260 nm ter določili razmerje absorbanc pri 
A260/A280. Izolate, katerih izmerjeno razmerje je bila vrednost nad 1,9, smo shranili na 
temperaturi –80 oC.   
 
3.2.2 Reakcija obratnega prepisovanja 
 
Za obratni prepis RNA v komplementarno DNA zaporedje (cDNA) smo uporabili komplet 
za obratno prepisovanje (angl. miScript II RT Kit (218161, Qiagen, Nemčija)) po navodilih 
proizvajalca. V posamezno reakcijsko mešanico (20 μl) smo dodali 4 μl 5x pufra za 
obratno prepisovanje (angl. miScript HiFlex Buffer), 2 μl reagenta, ki je vseboval encim za 
obratno prepisovanje (angl. miScript Reverse Transcriptase Mix) in 2 μl 10x reagenta z 
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vsebujočimi deoksinukleotidi (angl. miScript Nucleics Mix) ter 100 ng (5 ng/µl) celokupne 
RNA. Pripravljene mešanice smo inkubirali 60 min pri 37 oC za sintezo cDNA. Sledila je 
inaktivacija mešanice z encimom za obratno prepisovanje (angl. miScript Reverse 
Transcriptase Mix) s 5 min inkubacijo pri 95 oC. Reakcijo smo opravili na termičnem 
ciklizatorju DNA Engine (Biorad, ZDA).  cDNA smo shranili na temperaturi –20 oC. 
 
3.2.3 Kvantitativni PCR v realnem času (qRT-PCR) 
 
Izražanje izbranih miRNA smo merili s kvantitativnim PCR v realnem času (angl. 
quantitative real-time PCR, qRT-PCR). S to metodo merimo količino nastalega pomnožka 
odseka DNA neposredno, tekom poteka verižne reakcije s polimerazo. Število ciklov, ki so 
potrebni za zaznavo produkta reakcije pomnoževanja, je odvisno od začetnega števila kopij 
odseka DNA v vzorcu. Več kot je izhodiščnih kopij, nižje število ciklov pomnoževanja je 
potrebnih za zaznavo. Ob nastanku dvojne vijačnice, se sprosti fluorescentni signal (Bustin 
in sod., 2005).  
 
Reakcije smo opravili v skladu z napotki MIQE (Bustin in sod., 2009). Uporabili smo 
komplet za qRT-PCR (angl. miScript Sybr Green PCR Kit, Qiagen, Nemčija) in aparat 
Rotor Gene Q (Qiagen, Nemčija). Končni volumen posamezne reakcije je znašal 10 µl. 
Pred merjenjem izražanja izbranih miRNA je bilo potrebno ugotoviti učinkovitost 
delovanja oligonukleotidnih začetnikov specifičnih miRNA (angl. primer amplification 
efficiency (E)). Celoten nabor vzorcev cDNA bolnikov z IgAV smo združili v eno 
mešanico in nabor vseh vzorcev cDNA zdravih ljudi v drugo mešanico. Iz obeh 
posameznih mešanic smo pripravili redčitveno vrsto 8 redčin cDNA. Vzorce cDNA smo 
redčili z destilirano vodo.  
 
V vsako reakcijsko mešanico (10 µl) smo dodali 5 μl 2x fluorescentnega reagenta (angl. 
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix), 1 μl 10x univerzalnega oligonukleotidnega 
začetnika (angl. miScript Universal Primer) and 1 μl 10x specifičnega oligonukleotidnega 
začetnika za posamezno miRNA (angl. miScript Primer Assay) (Preglednica 1) ter 3 μl 
cDNA posamezne redčitve. Nato smo izvedli reakcijo po sledečem programu 
pomnoževanja: 15 min trajajoča začetna denaturacija pri 95 oC, sledilo je 40 ciklov 15 s 
denaturacije pri 94 oC, 30 s naleganje oligonukleotidnih začetnikov pri 55 oC, 30 s sinteza 
DNA pri 70 oC. Reakcije so potekale v treh ponovitvah. Fluorescentni signal, ob nastanku 
dvojne vijačnice v reakciji, smo merili po vsakem končanem ciklu. Na kanalu SYBR smo 
pridobili talilne krivulje produktov PCR in sicer z višanjem temperature za 0.7°C na 
sekundo v temperaturnem intervalu od 65°C do 95°C. Talilne krivulje smo analizirali in 
preverili specifičnost nastalih produktov. Ct (angl. cycle treshold) vrednost je cikel, pri 
katerem nastane zaznavna količina produkta pomnoževanja. Na podlagi pridobljenih Ct 
vrednosti za pomnožke cDNA posameznih redčin smo v programu Microsoft Excel 
izdelali umeritvene krivulje. Naklon le-teh smo uporabili za izračun učinkovitosti 
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pomnoževanja oligonukleotidnih začetnikov oz. vrednosti E (angl. primer amplification 
efficiency) po formuli (1) in pri nadaljnih izračunih. 
  
E = 10(−1/naklon umeritvene krivulje)              … (1) 
 
Sledila je izvedba reakcij qRT-PCR za merjenje izražanja izbranih miRNA v vsakem 
posameznem vzorcu IgAV in kontrolnem vzorcu. Reakcije so potekale v dveh ponovitvah 
po zgoraj opisanem protokolu. Reakcijske mešanice smo pripravili po enakem postopku in 
s količinsko enakimi reagenti, kot smo jih uporabili za izvedbo qRT-PCR pri preverjanju 
učinkovitosti pomnoževanja specifičnih oligonukleotidnih začetnikov. V posamezno 
reakcijsko mešanico (10 μl) smo na podlagi rezultatov umeritvenih krivulj dodali 3 μl 
cDNA redčine 1:250 (0.06 ng). Za kontrolo ponovljivosti med različnimi serijami smo pri 
vsaki reakciji uporabili gen RNU6B (angl. inter-run calibrator). 
 
Preglednica 1: Seznam MiScript oligonukleotidnih začetnikov (Qiagen, Nemčija) 
miRNA/gen Komercialna 
oznaka 
Zaporedje oligonukleotidnega začetnika Kataloška številka Qiagen 
(Nemčija) 
miR-17-5p Hs_miR-17_2 5'-AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG-3' MS00029274 
miR-21-3p Hs_miR-21*_1 5'-CAACACCAGUCGAUGGGCUGU-3' MS00009086 
miR-21-5p Hs_miR-21_2 5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3' MS00009079   
miR-451a Hs_miR-451_1 5'-AAACCGUUACCAUUACUGAGUU-3' MS00004242 
RNU6B Hs_RNU6-2_11 Podatek ni dostopen MS00033740 
SNORD72 Hs_SNORD72_11 Podatek ni dostopen MS00033719 
 
3.2.4 Obdelava in statistična analiza podatkov 
 
Z metodo relativne kvantifikacije ali 2-ΔΔCt metodo (Livak in Schmittgen, 2001) smo 
primerjali stopnje izražanja izbranih miRNA v vzorcih bolnikov z IgAV in v kontrolnih 
vzorcih zdravih posameznikov. Na podlagi rezulatov predhodnih testov, smo si izbrali dva 
referenčna gena in sicer RNU6B ter SNORD72. Njune Ct vrednosti smo geometrijsko 
povprečili (2) in jih uporabili za normalizacijo izražanja miRNA (Vandesompele in sod., 
2002). Ct vrednosti, ki smo jih pridobili s qRT-PCR, smo preračunali na 100 % 
učinkovitost pomnoževanja (3) glede na izračunano vrednost E (1) za vsako posamezno 
miRNA.  
 
Geo. povpr. Ct (ER)= √CtRG1 ×  CtRG2 × … ×  n
n
                     … (2)  
Ctcorr.=Ct ×  
log(1+E)
log(2)
                                                                                           … (3)  
 
Izračunali smo razliko (∆Ct) med korigiranimi Ct vrednostmi miRNA in geometrijskim 
povprečjem Ct vrednosti referenčnih genov. Za računanje razlike smo uporabili formulo 
(4).  
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 ∆Ct=Ct miRNA − Ct (geo. povpr. ) ER                                 … (4) 
 
Odšteli smo ∆Ct posameznega IgAV vzorca od povprečne vrednosti ∆Ct kontrolnih 
vzorcev ter tako izračunali vrednosti ∆∆Ct (5). Te vrednosti smo povprečili in uporabili 
eksponentno funkcijo 2n za izračun večkratnika sprememb izražanja miRNA (angl. fold 
change ali FC) po formuli (6). 
 
∆∆Ct= ∆CtIgAV − ∆Ct̅̅ ̅̅ ̅kontrola            … (5) 
FC=2−∆∆Ct               … (6) 
 
Za statistično analizo podatkov smo uporabili neparametrični Mann-Whitney U test, 
uporaben za primerjavo izražanja dveh neodvisnih skupin vzorcev. Analizo smo izvedli v 
programu IBM SPSS ver. 24.0 (IBM, ZDA). Na podlagi ΔCt vrednosti smo analizirali 
statistično pomembnost razlik v izražanju določene miRNA pri bolnikih z IgAV in zdravih 
ljudi. Spremembe v izražanju miRNA smo opredelili kot statistično značilne v primerih, ko 
je bila izračunana vrednost p < 0,05. ∆∆Ct vrednosti smo uporabili za preverjanje 
morebitne povezave med izražanjem miRNA in nekaterimi spremenljivkami (spol, kadilski 
status) ter kliničnimi znaki značilnimi za to bolezen (prisotnost nekroz, povišane vrednosti 
IgA, prizadetost sklepov, prizadetost ledvic itd.). Klinične podatke 64 bolnikov je priskrbel 
klinični oddelek za revmatologijo (KOR) Interne klinike Univerzitetnega kliničnega centra 
Ljubljana, podatke o histopatoloških spremembah in imunofluorescenčnem izvidu pa 
Inštitut za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Za grafični prikaz 
rezultatov smo uporabili programa Microsoft Excel in R. 
 
V skupini 64 bolnikov z IgAV, je bilo 40 moških (62,5 %), 14 aktivnih kadilcev (21,9 %). 
Predhodno okužbo je imelo 23 pacientov (35,9 %), težave s sklepi so se razvile pri 28 
(43,8 %), 30 (46,8 %) jih je imelo povišano vsebnost serumskega IgA. Vsi oboleli so imeli 
tipno purpuro, polovica njih tudi nekroze. Pri 16 (25 %) je bila zabeležena prizadetost 
gastrointestinalnega trakta, pri 5 bolnikih celo resnejša prizadetost s pojavom krvave 
diareje oz. potrebo po operaciji. Ledvična prizadetost je bila prisotna pri 27 (42,2 %), pri 9 
od njih so bile prisotne resnejše težave z ledvicami.  
 
Glede na podatke patoloških analiz je bila močna stopnja infiltracije z granulociti prisotna 
pri 41 (67,2 %) IgAV bolnikih (le pri 1 bolniku ni bilo zabeležene infiltracije), obsežne 
nekrotične spremembe pa je imelo 34 (55,7 %) bolnikov. 
 
Študija je bila odobrena s strani Komisije RS za medicinsko etiko (#99/04/15). Vsi bolniki 
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4.1. IZRAŽANJA MIKRO RNA V KOŽI BOLNIKOV Z IGAV IN STATISTIČNA 
ANALIZA 
  
Relativno izražanje vsake posamezne preiskovane mikro RNA je prikazano na Sliki 4 in v 
Preglednici 2 in kot ΔCt vrednosti na Slikah 5, 6, 7, 8. 
  
Ugotovili smo, da so vse štiri mikro RNA statistično značilno prekomerno izražene 
(p<0.001) v koži bolnikov z IgAV v primerjavi s kontrolno skupino.  Relativno 
prekomerno izražanje je najvišje za mikro RNA   miR-21-3p in je v skupini bolnikov za 
27,47- krat višje kot v kontrolni skupini.  Relativno prekomerno izražanje ostalih treh 
mikro RNA je podobnega reda velikosti za skupino bolnikov v primerjavi s kontrolno 
skupino in je 4,58-kratno za miR-21-5p, 6,82-kratno za miR-17-5p in 7,81-kratno za miR-
451a (Slika 4 in v Preglednici 2). 
 
Relativne stopnje izražanja so v obliki ΔCt vrednosti prikazane še za vsak posamezni 
vzorec v skupini bolnikov in za vsak posamezni vzorec v kontrolni skupini (Slike 5, 6, 7, 
8). 
 
4.2 KORELACIJA S KLINIČNIMI PODATKI IN PODATKI PATOLOŠKIH ANALIZ 
 
Spremembe v izražanju mikro RNA smo statistično ovrednotili tudi na osnovi kliničnih in 
patoloških parametrov prikazanih v Preglednici 3. Klinične podatke smo pridobili za vseh 
64 bolnikov, podatke patoloških analiz pa za 61 od 64 bolnikov. Statistično pomembno 
razliko smo ugotovili v izražanju mikro RNA miR-21-3p v povezavi s klinično prisotno 
nekrotično purpuro (p = 0,049), okvaro gastrointestinalnega trakta (p = 0,049) in hudo 
prizadetostjo gastrointestinalnega trakta, ki je vključevala krvavo diarejo ali potrebo po 
kirurški intervenciji (p = 0.040). Huda okvara gastro-intestinalnega trakta je sovpadala s 
statistično pomembno razliko v izražanju mikro RNA miR-21-5p (p = 0,030) in miR-451a 
(p = 0,043).  
 
Ob primerjavi bolnikov z blago in bolnikov z močno patološko infiltracijo granulocitov 
smo ugotovili statistično pomembno različno izražanje mikro RNA miR-17-5p. Mikro 
RNA miR-17-5p se je tudi statistično pomembno razlikovala med kožnimi biopsijami brez 
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Preglednica 2: Relativno izražanje posameznih preiskovanih mikro RNA; N (IgAV) = 64, N (kontrole) = 19, 
reakcije so potekale v dveh ponovitvah 
mikro 
RNA/kontrola ΔΔCt povprečje 
Večkratnik 
sprememb Neg. SD Poz. SD p-vrednost 
Kontrole 0,00 0 / / / 
miR-17-5p -2,80 6,82 1,20 1,46 <0,001 
miR-21-3p -4,78 27,47 5,05 6,18 <0,001 
miR-21-5p -2,19 4,58 0,72 0,85 <0,001 
miR-451a -3,05 7,81 1,20 1,41 <0,001 
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Slika 5: Primerjava izražanja miR-17-5p med vzorci in kontrolami (posamezen vzorec je ponazorjen s piko) 
 
 
Slika 6: Primerjava izražanja miR-21-3p med vzorci in kontrolami (posamezen vzorec je ponazorjen s piko) 
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Slika 7: Primerjava izražanja miR-21-5p med vzorci in kontrolami (posamezen vzorec je ponazorjen s piko) 
 
 
Slika 8: Primerjava izražanja miR-451a med vzorci in kontrolami (posamezen vzorec je ponazorjen s piko) 
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Preglednica 3: Statistična primerjava med posameznimi lastnostmi. Soodvisnost med razlikami v izražanju 
miRNA (ΔΔCt) glede na klinične podatke ter podatke patoloških analiz pacientov smo preverili z 
neparametričnim Mann-Whitney U-testom. V preglednici so statistično značilni rezultati (izračunana 
vrednost p < 0,05) poudarjeni. 
Lastnost   miR-17-5p miR-21-3p miR-21-5p miR-451a 
Spol   0,1 0,255 0,129 0,244 
(M:Ž) Frekvenca (40:24) (40:24) (40:24) (40:24) 
Kadilci   0,151 0,556 0,249 0,254 
(Aktivni:Nekadilci) Frekvenca (14:31) (14:31) (14:31) (14:31) 
Predhodna okužba   0,186 0,357 0,282 0,18 
(Da:Ne) Frekvenca (23:32) (23:32) (23:32) (23:32) 
Splošni simptomi   0,157 0,375 0,732 0,817 
(Da:Ne) Frekvenca (10:54) (10:54) (10:54) (10:54) 
Sklepi   0,593 0,256 0,919 0,383 
(Da:Ne) Frekvenca (28:36) (28:36) (28:36) (28:36) 
Nekroze   0,251 0,049 0,059 0,129 
(Da:Ne) Frekvenca (32:32) (32:32) (32:32) (32:32) 
Prizadetost GIT1   0,182 0,049 0,356 0,188 
(Da:Ne) Frekvenca (16:48) (16:48) (16:48) (16:48) 
Huda prizadetost GIT   0,366 0,04 0,03 0,043 
(Da:Ne) Frekvenca (5:59) (5:59) (5:59) (5:59) 
Prizadetost ledvic   0,765 0,714 0,791 0,892 
(Da:Ne) Frekvenca (27:37) (27:37) (27:37) (27:37) 
Huda prizadetost ledvic   0,186 0,199 0,12 0,079 
(Da:Ne) Frekvenca (9:55) (9:55) (9:55) (9:55) 
Povišan serum. IgA   0,389 0,706 0,431 0,762 
(Da:Ne) Frekvenca (30:34) (30:34) (30:34) (30:34) 
Infiltracija z granulociti   0,039 0,119 0,611 0,981 
(Blaga:Močna) Frekvenca (19:41) (19:41) (19:41) (19:41) 
Nekrotične spremembe   0,119 1,000 0,735 0,856 
NNS2:BNS3 Frekvenca (8:19) (8:19) (8:19) (8:19) 
 
  0,047 0,626 0,987 0,519 
NNS:ONS4 Frekvenca (8:34) (8:34) (8:34) (8:34) 
 
  0,534 0,409 0,63 0,809 
BNS:ONS Frekvenca (19:34) (19:34) (19:34) (19:34) 
Infiltracija z makrofagi 
in limfociti   0,639 0,539 0,352 0,674 
BI5:OI6 Frekvenca (54:6) (54:6) (54:6) (54:6) 
    
   
                                                    
1 GIT: gastrointestinalni trakt 
2 NNS: ni nekrotičnih sprememb 
3 BNS: blage nekrotične spremembe 
4 ONS: obsežne nekrotične spremembe 
5 BI: blaga infiltracija 
6 OI: obsežna infiltracija 
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5.1 DIFERENČNO IZRAŽANJE MIKRO RNA 
 
Nova spoznanja o delovanju molekul mikro RNA so vedno bolj obsežna. Iz rezultatov 
funkcijskih študij postaja razvidno, da so mikro RNA vključene v skoraj vse raziskovane 
celične procese in, da so spremembe v izražanju mikro RNA tesno povezane z nastankom 
bolezni. Ker so mikro RNA zelo stabilne molekule, ki jih lahko detektiramo v telesnih 
tekočinah ali vzorcih vzetih ob biopsiji, postajajo pomembni biooznačevalci bolezni. 
Vaskulitis povzročen z IgA (IgAV) je klinični sindrom, ki se najpogosteje pojavlja kot 
prizadetost kože, ki je lahko tudi samo edini klinični znak bolezni. Vzrok bolezni še ni 
pojasnjen, sprožitveni dejavnik pa so lahko zdravila (Tancrede-Bohin in sod., 1997) ali 
tumorji (Pertuiset in sod., 2000). Z genetskimi raziskavami so do sedaj potrdili povezavo 
med predelom HLA razreda II in povečano dovzetnostjo za razvoj IgAV (González-Gay in 
sod., 2018). 
 
Slabo pa je še poznano, katere mikro RNA so vključene v nastanek in razvoj bolezni 
IgAV. Ravno nedavno je bila objavljena prva in edina raziskava o spremenjeno izraženih 
mikro RNA, miR-146a-5p, miR-148b-3p, miR-155-5p, miR-223-3p in let-7b v koži 
odraslih bolnikov z IgAV (Hočevar in sod., 2018).  
 
V našo študijo smo vključili isto skupino bolnikov, kot v zgoraj omenjeni raziskavi, to je 
64 odraslih s klinično in histološko potrjeno boleznijo IgAV. Diferenčno izražanje 
izbranih mikro RNA smo določali v poškodovani koži bolnikov v primerjavi s kožo 
zdravih prostovoljcev. Izbrane mikro RNA so bile miR-17-5p, miR-21-5p, miR-21-3p in 
miR-451a. Za vse štiri izbrane mikro RNA je že bilo v predhodnih študijah pokazano, da 
imajo vlogo v vaskularnih in vnetnih boleznih ter angiogenezi (Urbich in sod., 2008; 
Cheng in sod., 2017), v povezavi z IgAV pa so bile prvič raziskovane v okviru te naloge.  
  
Diferenčno izražanje vseh štirih izbranih mikro RNA je bilo statistično značilno 
spremenjeno v koži bolnikov v primerjavi s kožo zdravih posameznikov. 
 
Mikro RNA miR-21-3p je bila najbolj izrazito prekomerno izražena. Tudi primerjava 
ΔCt vrednosti posameznih vzorcev bolnikov in posameznih vzorcev kontrol je pokazala 
največjo homogenost med vzorci bolnikov v nivojih izražanja mikro RNA miR-21-3p 
(Slika 6).      
 
Mikro RNA miR-21-3p nastane s procesiranjem mikro RNA miR-21. Povišano se izraža 
v endotelijskih celicah in vpliva na njihove funkcije ter procese tvorbe žil (Urbich in sod., 
2008: Sun in sod., 2018). Dobro je preučena tudi njena vloga pri celjenju ran in nalaganju 
kolagenskih vlaken. Wang in sod. (2012) so poročali o visoki ravni izražanja v povrhnjici 
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na začetku migracij epitelijskih celic in v celicah mezenhima med granulacijo tkiva ob 
poškodbi. Yang in sod. (2011) so na mišjem modelu odkrili povišano raven izražanja te 
mikro RNA v povrhnjici. Ugotovili so, da inducira migracijo keratinocitov ter vzpodbudi 
obnavljanje povrhnjice.  
 
Našli smo tudi statistično pomembno razliko v izražanju mikro RNA miR-21-3p v koži 
bolnikov s klinično prisotno nekrotično purpuro. Nivoji izražanja mikro RNA miR-21-3p 
so se poleg tega tudi statistično pomembno razlikovali med bolniki, ki so imeli prisotno 
okvaro gastrointestinalnega trakta in tistimi brez te okvare. Nadalje smo med bolniki s 
hudo okvaro gastrointestinalnega trakta v primerjavi z bolniki brez okvare 
gastrointestinalnega trakta ugotovili statistično pomembne razlike v nivojih v koži 
izraženih treh mikro RNA, miR-21-3p, miR-21-5p in miR-451a. Predvsem mikro RNA 
miR-21-3p, katere nivoji izražanja so se v tej študiji statistično pomembno razlikovali pri 
bolnikih s prisotno klinično opredeljeno nekrozo kožne purpure in gastrointestinalno 
okvaro, bi lahko povezali s kronično obliko bolezni IgAV. 
 
Mikro RNA miR-451a je bila 7,81-krat bolj izražena v koži bolnikov v primerjavi s kožo 
zdravih posameznikov.  
  
Do sedaj so pokazali, da je mikro RNA miR-451a vključena v številne oblike raka, med 
njimi tudi rak želodca, kjer verjetno preko PI3K/AKT/mTOR signalne poti deluje kot 
potencialni tumorski zaviralec (Riquelme in sod., 2016).  
 
Murata in sod. (2014) so odkrili povezavo mikro RNA miR-451a z revmatoidnim 
artritisom. Povišano izražanje prepreči fosforilacijo MAPK p38, pri tem pa ključno vpliva 
na znižanje kemotaksije nevtrofilcev. Mikro RNA miR-451a predstavlja potencialno tarčo 
za zdravljenje revmatoidnega artritisa. Nedavno pa je bila objavljena študija, v kateri so 
določili pomembno funkcijsko in terapevtsko vlogo mikro RNA miR-451a pri avtoimuni 
bolezni sistemski lupus eritomatozus (Cheng in sod., 2017). Vaskulitis, povzročen z IgA, 
kakor tudi vaskulitis v sklopu sistemskega lupusa eritromatozusa spadata v isto skupino 
imunsko kompleksnega levkocitoklastičnega vaskulitisa, v katerega patologiji imajo 
pomembno vlogo imunski kompleksi z aktiviranjem komplementa (Jurčić in sod., 2009).  
 
Ugotovili smo tudi statistično pomembno prekomerno izražanje mikro RNA miR-17-5p. 
Andl in sod. (2006) so dokazali visok nivo izražanja dotične mikro RNA v koži miši. 
Spremenjeno izražanje le-te so raziskovalci odkrili v povezavi z vaskularnimi obolenji, 
boleznimi imunskega sistema, rakavimi obolenji ter drugimi biološkimi funkcijami. 
Pomembno sodeluje tudi pri uravnavanju tvorbe žil (Sun in sod., 2018). 
 
Ko smo statistično primerjali bolnike z blago in močno histopatološko infiltracijo 
granulocitov, so se nivoji mikro RNA miR-17-5p pomembno razlikovali. Ti rezultati 
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kažejo na možno povezavo v nivoju izražanja te mikro RNA in zagonom bolezni. 
Izražanje mikro RNA miR-17-5p se je tudi pomembno razlikovalo med kožnimi vzorci z 
obsežnimi histopatološko določenimi nekrozami in vzorci kože brez nekroz.  
 
Primerjava soodvisnosti med razlikami v izražanju izbranih mikro RNA in ostalimi 
kliničnimi podatki, prikazanimi v Preglednici 3, pa statistično ni bila pomembna. 
 
Ker so bile vse štiri preiskovane mikro RNA diferenčno izražene v povezavi z IgAV, nas 
je zanimalo še, kaj je njihova skupna vloga v do sedaj potrjenih molekularnih in celičnih 
procesih. S pomočjo eksperimentalno ovrednotenih podatkov iz baze miRPath v.3 
DIANA-TarBase (Vlachos in sod., 2015) smo pridobili povezavo prikazano na Sliki 10. S 
slike je razvidno, da je mikro RNA miR-17-5p pomembno vključena v številne celične 
procese. Kombinacije treh od izbranih mikro RNA (miR-17-5p, miR-21-5p in miR-21-3p 
ali miR-451a) pa je bila najpogosteje povezana z različnimi molekularnimi potmi pri raku 
in različnimi oblikami raka (Proteoglikani pri raku, Kolorektalni rak, Rak ščitnice). Ker 
vsaka mikro RNA lahko uravnava številne gene, in ker je rak zelo raziskovana bolezen, ni 





Slika 9: Shema Heatmap prikazuje stičišča poti delovanja na podlagi eskperimentalno dokazane vpletenosti 
molekul miR-17-5p, miR-21-3p, miR-21-5p in miR-451a v določenih bioloških procesih. Podatki o izbranih 
miRNA v miRPath Database (Vlachos et al., 2015) izvirajo iz podatkov o dosedaj dokazanih interakcijah v 
podatkovni bazi DIANA-TarBase v6. Algoritem uporablja Fisherjevo metodo meta-analize, podatkom o 
izbrani miRNA in poti delovanja pripiše stopnjo značilnosti (p-vrednost). Različne barve v shemi 
predstavljajo različne ravni signifikance.  
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V tej raziskavi smo prvič pokazali povezavo med izbranimi mikro RNA in vaskulitsom, 
povzročenim z IgA. Iz rezultatov tako lahko zaključimo, da smo uspešno izbrali vse 
mikro RNA in potrdili zastavljene hipoteze. Vse izbrane mikro RNA so namreč 
statistično pomembno razlikovale med vzorci kože bolnikov z IgAV in vzorci kože brez 
bolezni. Ugotovili smo tudi pomembno povezavo med določenimi kliničnimi in histo-
patološkimi parametri bolezni in nivoji izražanja treh izbranih mikro RNA (miR-21-3p, 
miR- 451a in miR17-5p). Ta naloga tako predstavlja nov originalni prispevek k znanju o 
vključenosti mikro RNA v nastanek in razvoj bolezni IgAV. Mikro RNA miR-17-5p se 
je v raziskavi pokazala bolj povezana z zagonom bolezni, mikro RNA miR-21-3p pa s 
kronično obliko bolezni. Ta preliminarna študija tako predstavlja možnosti in vzpodbude 
za nadaljevanje raziskav na večjem številu vzorcev v smeri iskanja potencialnih bio-
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S kvantitativnim PCR v realnem času smo izmerili in z relativno kvantifikacijo določili 
statistično značilno relativno povišano izražanje vseh štirih izbranih mikro RNA in sicer: 
 6,82-krat višje izražanje miR-17-5p 
 27,47-krat višje izražanje miR-21-3p 
 4,58-krat višje izražanje miR-21-5p 
 7,81-krat višje izražanje miR-451a v koži bolnikov z IgAV v primerjavi s zdravimi 
posamezniki.  
 
Glede na rezultate lahko potrdimo hipotezo statistično značilno različnega izražanja 
izbranih mikro RNA v koži IgAV bolnikov. 
 
Na osnovi kliničnih in patoloških parametrov smo z neparametričnim Mann-Whitney U 
testom statistično ovrednotili spremembe v izražanju mikro RNA in ugotovili: 
 statistično pomembno razliko v izražanju miR-21-3p 
o v povezavi s klinično prisotno nekrotično purpuro (p = 0,049) 
o v povezavi s okvaro gastrointestinalnega trakta (p = 0,049) 
o v povezavi s hudo prizadetostjo gastrointestinalnega trakta, ki je vključevala 
krvavo diarejo ali potrebo po kirurškem posegu (p = 0.040) 
 statistično pomembno razliko v izražanju miR-17-5p  
o ob primerjavi bolnikov z blago in bolnikov z močno histopatološko 
infiltracijo z granulociti (p = 0,039) 
o ob primerjavi bolnikov brez histopatoloških kožnih nekroz in tistimi z 
obsežnimi nekrozami (p = 0,047) 
 statistično pomembno razliko v izražanju miR-21-5p v povezavi s hudo 
prizadetostjo gastrointestinalnega trakta (p = 0,03) 
 statistično pomembno razliko v izražanju miR-451a v povezavi s hudo 
prizadetostjo gastrointestinalnega trakta (p = 0,043) 
 
 
Zaradi statistično značilnega različnega izražanja ob primerjavi histopatološke infiltracije 
granulocitov, sklepamo o povezavi miR-17-5p z zagonom bolezni, na podlagi statistično 
pomembnih razlik pri bolnikih s klinično opredeljeno nekrozo ter gastrointestinalno 
okvaro, pa sklepamo na povezavo mir-21-3p s hujšo obliko bolezni, ki jo zaznamujejo 
ponovitve in izrazitejša prizadetost organov. 
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Vaskulitis povzročen z IgA (IgAV) je avtoimunska bolezen, opredeljena kot sistemsko 
vnetje, ki prizadene male krvne žile v kožnem tkivu, sklepih, ledvicah in črevesju. 
Natančneje, gre za levkocitoklastični vaskulitis, pogostejši pri otrokih, redkeje se pojavlja 
tudi v odrasli populaciji. Značilno je odlaganje imunskih depozitov s protitelesi IgA v 
stenah malih krvnih žil. Slednja aktivirajo granularne levkocite, nevtrofilce, ki sproščajo 
vnetne dejavnike. Zaradi genetskih dejavnikov in/ali vpliva okoljskih dejavnikov se tako 
razvije vnetje, ki vodi v poškodbo tkiva. Histopatološko gre za vnetnocelično infiltracijo, 
nekrozo in krvavitve v predelu malega žilja. Bolezenske spremembe se v kožnem tkivu 
kažejo kot purpura, temno rdeči ali vijoličasti izpuščaji, dvignjeni nad nivo kože. Med 
resnejše zaplete sodijo huda prizadetost gastrointestinalnega trakta, ledvic in pljuč. Vzrok 
bolezni še ni odkrit.  
V zadnjih dveh desetletjih so znanstveniki nekodirajoče RNA molekule, med katere sodijo 
tudi mikro RNA, opredelili kot izredno pomembne dejavnike v uravnavanju izražanja 
genov. Mikro RNA uravnavajo izražanje genov na post-transkripcijskem nivoju, lahko 
privedejo do razgradnje tarčne mRNA ali pa zavrejo njeno translacijo. Ena mikro RNA 
lahko uravnava izražanje več mRNA, lahko tudi več kot sto, hkrati pa lahko na isto mRNA 
deluje več mikro RNA. Zato imajo izredno pomembno vlogo v številnih bioloških 
procesih, proliferaciji celic, njihovi migraciji in signalni transdukciji itd. Spremembe v 
njihovem izražanju in delovanju bistveno prispevajo k nastanku raznih bolezni. Z 
odkrivanjem novih mikro RNA in vpletenosti v razvoj obolenj, jih mnogi predlagajo kot 
morebitne tarče pri zdravljenju ali kot biološke označevalce za zgodnejše odkrivanje 
nepravilnosti v delovanju in vznika raznih bolezni. 
V raziskavo smo vključili 64 odraslih IgAV bolnikov in 19 zdravih posameznikov. Delo je 
potekalo na biopsijskih vzorcih kožnega tkiva-lezij s področja goleni, fiksiranih s 
formalinom in vklopljenih v parafinske bloke. Preverjali smo izražanje mikro RNA miR-
17-5p, miR-21-3p, miR-21-5p in miR-451a, ki se dokazano izražajo v kožnem tkivu.  
Želeli smo ugotoviti, ali obstajajo razlike v izražanju mikro RNA med obema skupinama 
preiskovancev ter sklepati na njihov morebitni prispevek k vzniku bolezni.  
 
Raven izražanja izbranih miRNA smo merili z metodo kvantitativnega PCR v realnem 
času in z relativno kvantifikacijo primerjali izmerjene ravni njihovega izražanja v 
posameznih vzorcih. Neparametrični Mann-Whitney U test smo uporabili za ugotavljanje 
statistično pomembnih razlik v ravneh izražanja zbranih mikro RNA in preverili ali 
morebiti dokazane razlike sovpadajo s kliničnimi znaki in parametri patoloških analiz.  
 
Dokazali smo statistično značilno spremenjeno izražanje vseh štirih izbranih mikro RNA 
v koži bolnikov v primerjavi s kožo zdravih. Raven izražanja vseh mikro RNA je bila pri 
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bolnikih povišana, miR-17-5p 6,82-krat, miR-21-3p 27,47-krat, miR-21-5p 4,58-krat in 
miR-451a 7,81-krat. Ugotovili smo tudi pomembno povezavo med določenimi kliničnimi 
in histo-patološkimi parametri bolezni in nivoji izražanja treh izbranih mikro RNA (miR-
21-3p, miR- 451a in miR17-5p). Na podlagi statistično značilnega različnega izražanja 
ob primerjavi histopatološke infiltracije granulocitov, sklepamo o povezavi miR-17-5p z 
zagonom bolezni, zaradi pokazanih statistično pomembnih razlik pri bolnikih s klinično 
opredeljeno nekrozo ter prizadetostjo gastrointestinalnega trakta, pa domnevamo, da je 
mir-21-3p povezana s hujšo obliko bolezni, ki jo lahko zaznamujeta kroničen potek in 
izrazitejša prizadetost organov. 
 
Naloga predstavlja nov originalni prispevek k znanju o vključenosti mikro  RNA v 
nastanek in razvoj bolezni IgAV. Predstavlja možnost za nadaljevanje raziskav na 
večjem številu vzorcev v smeri iskanja potencialnih bioloških označevalcev pojava in 
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